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Cianobakterije kot proizvodni organizmi 
Povzetek:  
Nadomeščanje fosilnih goriv z obnovljivimi alternativami je cilj današnje bioindustrije. 
Cianobakterije namreč vsebujejo potencial za dosego tega cilja, saj jih lahko s pomočjo 
razvijajoče se sintezne biologije spremenimo v učinkovite »biotovarne«, ki nam iz 
obnovljivih surovin v ustreznih fotobioreaktorjih lahko omogočijo trajnostno proizvodnjo 
številnih produktov. Prednosti cianobakterij, zaradi katerih so kot proizvodni organizmi 
zanimive, so višja raven fotosinteze in rasti v primerjavi z ostalimi rastlinami, minimalne 
zahteve po hranilih, preprosto gojenje in gensko spreminjanje. Perspektivni produkti 
cianobakterij so biogoriva tretje in četrte generacije, kot so etanol, butanol, biodizel in 
vodik, ter organske kisline, sladkorji, terpeni in bioplastika. 
 
Ključne besede: cianobakterije, genetski inženiring, fotobioreaktorji, biogorivo, 
bioekonomija    
 
 
 
Cyanobacteria as production organisms 
Abstract:  
Replacing fossil fuels with renewable alternatives is the goal of today's bio-industry. 
Cyanobacteria have the potential to achieve this goal, as they can be transformed into 
efficient »bio-factories« through the development of synthetic biology, which can enable 
us to produce many products from renewable raw materials in appropriate 
photobioreactors. The advantages of cyanobacteria that make them interesting as 
productive organisms are higher levels of photosynthesis and growth compared to other 
plants, minimal nutritional requirements, simple cultivation and genetic modification. 
Perspective cyanobacterial products are third and fourth generation biofuels such as 
ethanol, butanol, biodiesel and hydrogen, organic acids, sugars, terpenoids and 
bioplastics. 
 
Keywords: cyanobacteria, genetic engineering, photobioreactors, biofuel, bioeconomy 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
ACP             acilprenašalni protein (angl, acyl-carrier protein) 
AD               anaerobna prebava (angl. anaerobic digestion) 
ADP             adenozindifosfat (angl. adenosine diphosphate) 
ATP             adenozintrifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
BAC             umetni kromosomi bakterij (angl. bacterial artificial chromosome) 
Co-A            koencim A (angl. coenzyme A) 
DNA            deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
DMAPP      dimetilalilpirofosfat (angl. dimethylallyl pyrophosphate) 
FAD             flavinadenindinukleotid (angl. flavin adenine dinucleotide) 
FAEE          etilni ester maščobne kisline (angl. fatty acid ethyl ester) 
FAME         metilni ester maščobne kisline (angl. fatty acid methyl ester) 
FPP             farnezilpirofosfat (angl. farnesyl pyrophosphate) 
F6P              fruktoza-6-fosfat (angl. fructose 6-phosphate) 
GPP            genarilpirofosfat (angl. geranyl pyrophosphate) 
G2P             2-fosfoglikolat (angl. 2-phosphoglycolate) 
HB               3-hidroksibutanojska kislina (angl. 3-hydroxybutyric acid) 
HP               3-hidroksipropanojska kislina (angl. 3-hydroxypropionic acid) 
IPP              izopentenilpirofosfat (angl. isopentenyl pyrophosphate) 
MEP            metileritritolfosfat (angl. methylerythritol phosphate) 
NAD ±          nikotinamidadenindinukleotid (angl. nicotinamide adenine dinucleotide), 
oksidirana oblika 
NADP          nikotinamidadenindinukleotid fosfat (angl. nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate) 
OA               oksaloacetat (angl. oxaloacetate) 
OG               oksoglutarat (angl. oxoglutarate) 
PBR             fotobioreaktor (angl. photobioreactor) 
PC                polikarbonat (angl. polycarbonate) 
PE                polietilen (angl. polyethylene)   
3PGA           3-fosfoglicerat (angl. 3-phosphoglycerate) 
 
 
PGAL/G3P   3-fosfogliceraldehid/gliceraldehid 3-fosfat (angl. 3-phosphoglyceraldehyde/ 
glyceraldehyde 3-phosphate) 
PHA              polihidroksialkanoat (angl. polyhydroxyalkanoate) 
PHB              polihidroksibutirat (angl. polyhydroxybutyrate) 
PS                  fotosistem (angl. photosystem) 
PVC              polivinilklorid (angl. polyvinyl chloride) 
PQ                 plastokinon (angl. plastoquinone) 
RuBisCO      ribuloza-1,5-bifosfat-karboksilaza oksigenaza (angl. ribulose bisphosphate 
carboxylase oxygenase) 
RuBP            ribuloza-1,5-bifosfat (angl. ribulose 1,5-bisphosphate) 
Ru5P             ribuloza-5-fosfat (angl. ribulose 5-phosphate) 
YAC              umetni kromosomi kvasovk (angl. yeast artificial chromosomes) 
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1  Uvod in namen dela 
Prehod s fosilnih surovin na trajnostno bioekonomijo je eden temeljnih izzivov tega stoletja. 
Poleg nadomeščanja materiala in goriv iz fosilnih virov z obnovljivimi alternativami moramo 
razviti tudi povsem nove izdelke in postopke, da bi zagotovili trajnost v proizvodnji naravne 
biomase. Večina bioindustrijskih procesov temelji na mikroorganizmih, ki presnavljajo 
ogljikove hidrate v raznovrstno paleto kemikalij. Uporaba cianobakterij predstavlja alternativen 
in privlačen pristop v bioindustriji zaradi lastnosti, kot so minimalne potrebe za rast, višja raven 
fotosinteze v primerjavi z ostalimi rastlinami, vezava CO2, ki povzroča vedno večjo skrb zaradi 
globalnega segrevanja, naravna raznolikost in razširjenost vrst cianobakterij, ki omogočajo rast 
na območjih, neuporabnih za ostale tradicionalne kulture itd. Enostavna struktura in edinstven 
metabolizem predstavljata enega od najstarejših prokariontov kot vzorčen organizem za 
pretvorbo CO2, sončne svetlobe in vode v koristne produkte nižje in višje vednosti, kot so 
biogoriva tretje in četrte generacije, sladkorje, polimere, organske kisline … S pomočjo 
razvijajočih se tehnologij genskega in metabolnega inženiringa lahko v celico uvedemo nove 
metabolne poti in spremenimo kulture cianobakterij v majhne biotovarne za proizvodnjo 
številnih kemikalij. Čeprav je široka uporaba cianobakterij kot proizvodnih organizmov še 
vedno tehnični izziv, predstavlja enega najbolj obetavnih pristopov k trajnostni in obnovljivi 
bioekonomiji. 
 
Namen diplomske naloge je predstaviti cianobakterije, njihove značilnosti, zgradbo in 
delovanje, ter prikazati, kako v industriji že izkoriščajo njihove lastnosti za proizvodnjo 
sodobnih goriv. Na podlagi sodobne strokovne literature pa bom predstavil tudi razvojne 
možnosti bioindustrije, povezane s cianobakterijami. Delo naj bi služilo kot uvod v 
razumevanje proizvodnje snovi s cianobakterijami. 
  
 
 
2 
 
2  Zgradba in metabolizem cianobakterij 
Cianobakterije ali modro-zelene alge so raznovrstna skupina organizmov, ki so dolgo veljali za 
najstarejše najdene fosile na Zemlji. Stare naj bi bile med 2,5 in 3,5 milijard let in spadajo med 
najpomembnejše skupine bakterij. Izrabljajo svetlobno energijo preko fotosinteze, s katero naj 
bi proizvedle večino kisika v zemeljskem ozračju in s tem dramatično spremenila življenje na 
Zemlji. Kljub imenu modre-zelene alge nimajo nobene povezave z drugimi algami, saj so po 
strukturi prokarionti. Z evkarionti jih povezujejo samo kloroplasti preko teorije endosimbioze. 
Ta teorija pravi, da so se rastlinski plastidi skozi evolucijo razvili iz cianobakterij, ki so živele 
znotraj evkariontov v simbiozi. Cianobakterije najdemo v vodnem okolju in na kopnem. 
Nahajajo se v raznovrstnih ekosistemih: v jezerih, močvirjih, rekah, oceanih, puščavah, 
deževnih gozdovih in vročih vrelcih. Primarno so aerobni avtotrofi, vendar lahko opravljajo 
tudi anaerobno fotosintezo, nekatere lahko živijo tudi kot fotoheterotrofi, kemoheterotrofi ali 
diazotrofi, kar jim omogoča vezavo molekularnega dušika. Kot ostali avtotrofi tudi 
cianobakterije opravljajo fiksacijo atmosferskega ogljika, ki je zelo pomembna zaradi vedno 
večjih emisij CO2. Glavni katalizator za fiksacijo ogljika je ribuloza-1,5-bifosfat karboksilaza 
(RuBisCO). Cianobakterije spadajo med najbolj raznolike skupine prokariontov, lahko so 
enocelični organizmi ali kompleksne nitaste skupine celic z visoko stopnjo diferenciacije [1], 
[2], [3]. 
 
2.1 Celična zgradba cianobakterij 
Celična struktura cianobakterij je manj kompleksna od strukture evkariontov, vendar vseeno 
drugačna od enostavnih bakterij in arhej. Celično steno cianobakterij sestavlja zunanja zaščitna 
membrana in dve plasti periplazme, med njima je plast peptidoglikana. Celična stena in celična 
membrana sta ločeni z notranjo plastjo periplazme. Cianobakterije obkrožajo ovoji, kapsule in 
sluz. Kapsule in ovoji imajo zaščitno vlogo v ekstremnih okolijskih razmerah, sluz pa je 
potrebna za gibanje organizma. Znotraj citoplazme se nahajajo tilakoidne membrane, ki 
zavzemajo večino citoplazme in so središča, kjer poteka fotosinteza. Prostor znotraj tilakoid se 
imenuje lumen. Poleg tilakoidnih membran se v citoplazmi nahajajo še karboksisomi, 
polimerne granule, DNA, plinski vezikli in ribosomi. Karboksisomi so organeli, ki imajo 
pomembno vlogo pri vezavi ogljika iz atmosfere in vsebujejo encim RuBisCO. Dedni material 
je v večini cianobakterij razporejen v obliki krožnih kromosomov, vsebuje pa tudi DNA 
plazmidov [1]. 
Cianobakterije so razširjeni organizmi, ki so skozi čas razvili sposobnost prilagajanja 
fotosinteznih pigmentov kot odziv na intenziteto in barvo razpoložljive svetlobe v okolju. 
Glavna pigmenta cianobakterij sta klorofil in fikobilin, vsebujejo pa tudi karotenoide, ki 
pomagajo pri absorpciji svetlobe in ščitijo celice pred svetlobnimi poškodbami. Odvisno od tipa 
in koncentracije pigmenta so cianobakterije lahko zelene, modro-zelene, rjave, vijolične, rdeče 
in celo črne,. Raznolikost pigmentov omogoča boljši izkoristek vidne svetlobe  
(400–700 nm) v primerjavi z rastlinami in večino alg [1]. 
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Slika 1. Celična zgradba cianobakterij [1] 
 
Karboksisomi so poliedrične mikrostrukture, namenjene vezavi in koncentriranju ogljika. 
Sestavljeni so iz tanke selektivne ovojnice, ki vsebuje encim RuBisCO in omogoča prost pretok 
protonov. Alfa-cianobakterije vsebujejo alfa-karboksisome, beta-cianobakterije pa beta-
karboksisome. Do razlike pride pri RuBisCO encimu, ki ga najdemo v naravi v štirih različnih 
oblikah. Cianobakterije vsebujejo tip I, ki se deli na tip IA-alfa in tip IB-beta. Alfa- in beta-
karboksisomi imajo različno strukturo, vendar opravljajo isto funkcijo. Skupna značilnost vseh 
karboksisomov je vsebnost RuBisCO, ki je približno 70 % glede na vsebnost ostalih proteinov. 
Poleg strukture RuBisCO so razlike med alfa- in beta-karboksisomom povezane z velikostjo, 
strukturo in notranjo organizacijo [1].  
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2.2 Metabolizem cianobakterij 
Metabolizem cianobakterij delimo na primarni metabolizem, ki je bistvenega pomena za 
normalno rast in razvoj celic, in sekundarni metabolizem, ki daje prednosti za preživetje, kjer 
živijo ostali organizmi, omogoča odziv na stresne razmere okolja in olajšuje razmnoževanje. 
Pod metabolizem cianobakterij spada tudi fotosinteza, saj končna produkta ATP in NADPH 
predstavljata vir energije za nadaljnje metabolne procese [1]. 
 
2.2.1 Fotosinteza 
Fotosinteza je proces prenosa elektronov, ki pretvarja svetlobno energijo v kemično. Svetlobna 
energija poganja prenos elektronov preko elektronske transportne verige, CO2 se reducira, voda 
oksidira, kot produkta pa dobimo kisik skupaj z ogljikovimi hidrati. Reakcije fotosinteze delimo 
na reakcije, odvisne od svetlobe, in reakcije, neodvisne od svetlobe. Reakcije, odvisne od 
svetlobe, potekajo v tilakoidnih membranah, reakcije, neodvisne od svetlobe, pa v citoplazmi 
cianobakterije [1], [2].  
Svetlobno odvisne reakcije potekajo tako, da fikobilisom absorbira foton iz svetlobe, ki ga nato 
uporabi fotosistem II za cepitev vode in redukcijo PQ- plastokinona, ki je nosilec mobilnih 
elektronov skozi tilakoidno membrano. Plastokinon se reducira, ko sprejeme elektrone iz 
fotosistema II in vodikove katione ter tako tvori PQH2. Elektroni se prenašajo iz PQ bazena v 
citokrom b6f kompleks in od tam do elektronskega nosilca. Najpogostejši elektronski nosilec 
je plastocianin. Elektronski nosilci reducirajo reakcijski center PS I, ki je v oksidirani obliki 
zaradi prenosa elektrona iz PS I v ferodoksin in potem do NADP, ki se reducira do NADPH. 
Ferodoksin je protein z vsebnostjo železa, ki sodeluje pri prenosu elektronov. Prenos elektronov 
vodi do protonskega gradienta preko tilakoidne membrane. V sistemu PS II se pri cepitvi vode 
nastali protoni sprostijo v lumen, enako velja tudi za protone, ki nastanejo pri oksidaciji PQ v 
citokrom b6f kompleks. Protonski gradient preko tilakoidne membrane se uporablja za sintezo 
molekul ATP-adenozin trifosfat preko encima ATP sintaza [1], [2], [4]. Postopek svetlobno 
odvisnih reakcij prikazuje slika 2. 
 
 
Slika 2. Shema sistema za fotosintezo v cianobakterijah [5] 
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Bistvo svetlobno odvisnih rekcij je, da svetlobna reakcijska središča zajemajo fotone, s čimer 
oksidirajo, cepijo vodo in reducirajo NADP do NADPH. Stranski produkt cepitve vode je O2, 
hkrati pa nastaja ATP iz ADP s fosforilacijo zaradi protonskega gradienta skozi tilakoidno 
membrano [2]. 
Svetlobno neodvisne reakcije uporabljajo visoko energijske molekule NADPH in ATP za 
vezavo CO2 iz atmosfere. Presnovna pot se imenuje Calvinov cikel. Produkti cikla so ogljikovi 
hidrati ali druge organske spojine, ki jih organizmi uporabljajo za rast ali zalogo energije. 
Calvinov cikel se deli na tri dele: fiksacijo ogljika, redukcijo in regeneracijo. Med postopkom 
fiksacije ogljika molekule CO2 reagirajo z ribulozo-1,5-difosfat (RuBP), kar proizvede 
molekule 3-fosfoglicerata (3PGA). Reakcijo katalizira encim ribuloza 1,5-difosfat karboksilaza 
RuBisCO. V fazi redukcije NADPH in ATP reducirata 3PGA v 3-fosfogliceraldehid (PGAL 
ali G3P). V zadnjem delu, v fazi regeneracije, se večina molekule PGAL porabi za regeneracijo 
RuBP preko ribuloze 5-fosfat (Ru5P). Molekule PGAL, ki preskočijo proces obnove RuBP, 
vstopijo v metabolizem za proizvodnjo organskih spojin   [1], [6], [7]. 
 
 
Slika 3. Shema Calvinovega cikla [5] 
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Produktivnost fotosintetskih organizmov omejuje aktivnost in selektivnost encima RuBisCO.  
Aktivnost RuBisCO je precej nizka, poleg karboksilacije pa RuBisCO katalizira tudi reakcijo 
fotorespiracije, v kateri O2 reagira z RuBP. Produkta reakcije sta 3PGA in 2 fosfoglikolat 
(G2P). Ta je toksičen, zato ga mora organizem preoblikovati, s čimer porabi dodatno energijo. 
Produktivnost fotosintetskih organizmov omejuje tudi koncentracija O2 v zraku, ki je 500-krat 
večja od CO2. Razmerje koncentracij plinov je drugačno v vodnih okoljih, zato so bolj primerna 
za gojenje cianobakterij. Vzpostavi se ravnotežje med CO2, HCO3- in CO32-, zaradi česar je CO2 
bolj topen v vodi kot O2. Vodna okolja posledično predstavljajo naravna skladišča ogljika. 
Fotosintezni organizmi so razvili različne mehanizme za rast v okoljih z nizkimi 
koncentracijami CO2, pri cianobakterijah je najpogostejši način povečanje znotrajcelične 
koncentracije CO2, s čimer ustvarjajo s CO2 bogato okolje okoli  encima RuBisCO. Raztopljeni 
CO2 vstopa v celico preko difuzije, HCO3
- pa preko posebnih transportnih molekul. Vnašanje 
ogljika v celico potrebuje energijo v obliki NADPH in ATP, prav tako pa elektrokemijski 
gradient natrijevih ionov in protonov. Anorganski ogljik se po absorpciji transportira v 
karboksisome, ki omogočajo osrednji mehanizem vezave ogljika v cianobakterijah. HCO3- se 
znotraj karboksisoma pretvarja v CO2 in s tem nadaljuje Calvinov cikel [1], [6], [7]. 
 
2.2.2 Primarni metabolizem 
K primarnemu metabolizmu cianobakterij spadajo sinteza monosaharidov in glikogena, 
glikoliza, opisani Clavinov cikel, Krebsov cikel, oksidativna pentoza fosfatna pot, sinteza 
aminokislin, lipidov, nukleotidov, polihidroksialkanoatov, terpenov in klorofila. Produkti 
primarnega metabolizma so esencialni za razvoj in rast celic. Med produkti primarnega 
metabolizma je 10–30 % ogljikovih hidratov, 5–10 % lipidov in 40–80 % proteinov [1]. 
Glikogen je razvejan polimer, sestavljen iz glukoznih monomerov, ki so med seboj povezane z 
glikozidnimi vezmi. Sintetizira se iz glukoza 1-fosfata in se uporablja kot zaloga energije za 
daljši čas. Za sintezo glikogena potrebna glukoza nastaja v Calvinovem ciklu, iz PGAL molekul 
[1]. 
Krebsov cikel, oksidativna pentoza fosfatna pot in glikoliza so procesi, ki v temi proizvajajo 
visoko energijske molekule NADPH in ATP z oksidacijo akumulirane glukoze. V procesu 
glikolize iz glukoze nastajata ATP in piruvat. Glukoza se v Krebsovem ciklu pretvori v acetil 
koencim A preko piruvata, ki ga dobimo z glikolizo. Krebsov cikel proizvaja CO2 in tvori 
NADH in FADH2. Krebsov cikel poteka v citoplazmi in zagotavlja intermediate za sintezo 
aminokislin, holesterola, nukleotidnih baz itd. Oksidativna pentoza fosfatna pot je sestavljena 
iz reakcij Calvinovega cikla, le da potekajo v obratni smeri. Tvorijo se molekule NADPH   [1], 
[6]. 
Sinteza lipidov se začne s pretvorbo acetil Co-A s CO2 v malonil Co-A in nato v malonil-ACP. 
Iz prekurzorjev in glicerol trifosfata se nato tvorijo fosfatidne kisline, kot sta palmitinska in 
stearinska fosfatidna kislina. V obliki C16 in C18 fosfatidnih kislin se uporabljajo za sintezo 
številnih specifičnih lipidov, ki so glavni sestavni deli celičnih in tilakoidnih membran. Proste 
maščobne kisline nastajajo s hidrolizo acil-ACP, ki je intermediat v sintezi lipidov [1]. 
Cianobakterije lahko sintetizirajo vseh dvajset proteinogenih aminokislin. Osrednji esencialni 
reagent v sintezi aminokislin je oksaloacetat (OA), ki se v Krebsovem ciklu preko acetil Co-A 
pretvori v citrat in nato v oksoglutarat (OG). Sinteza najpogostejše aminokisline, to je 
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glutaminska kislina oz. glutamat, ki sodeluje pri sintezi preostalih aminokislin kot darovalec 
aminoskupin, poteka preko reakcije oksoglutamata in amonijevega iona.. Iz glutamata v 
največji količini nastaja glutamin, ki je potreben za sintezo baznih parov DNA. Poleg glutamata 
in glutamina sta pomembna intermediata v sintezi ostalih aminokislin piruvat in asparaginska 
kislina [1]. 
Polihidroksialkanoati so polimerne hranilne snovi, ki jih naravno proizvajajo heterotrofne in 
avtotrofne bakterije. Prevladujoči polimer PHA, ki ga proizvajajo cianobakterije, je 
polihidroksibutirat (PHB), ki nastane s polimerizacijo hidroksibutirilnih Co-A monomerov. Ti 
monomeri nastanejo iz acetil Co-A. Polimerizacijo katalizira encim PHA sintaza. PHA je poleg 
glikogena snov, ki jo cianobakterije razgradijo v Krebsovem ciklu za proizvodnjo energije pod 
neugodnimi pogoji [1]. 
Terpeni imajo ključno vlogo v rasti in preživetju fotosintetskih organizmov, ker so del osnovne 
strukture karotenoidov, sterolov, hormonov. Tvorijo tudi stranske verige klorofilov, ki so 
ključni za fotoavtotrofe. Izopren je molekula, ki je glavna strukturna enota terpenov ali 
izoprenoidov. Terpene sintetizirajo cianobakterije po poti MEP iz PGAL, ki nastaja pri 
Calvinovem ciklu [1]. Pregled primarnega metabolizma prikazuje slika 6. 
 
2.2.3 Sekundarni metabolizem 
Produkti sekundarnega metabolizma so sekundarni metaboliti. To so molekule, ki nimajo 
bistvenega pomena za normalno rast, razmnoževanje in razvoj organizmov. Celicam 
zagotavljajo obrambne mehanizme v stresnih pogojih, olajšujejo razmnoževanje in dajejo 
prednosti za preživetje, kjer živijo ostali organizmi. Cianobakterije proizvajajo tri vrste 
sekundarnih metabolitov: toksine oz. škodljive snovi, bioaktivne spojine in UV zaščitna 
sredstva. Vsi ti sekundarni metaboliti nastanejo iz organskih spojin primarnega metabolizma. 
Edinstven metabolizem cianobakterij kodira široko paleto bioaktivnih spojin, ki jih ne najdemo 
v drugih organizmih. Številni naravni proizvodi cianobakterij imajo potencial za uporabo v 
bioindustriji, vendar je to področje bakterij še slabo preučeno. Te proizvode bi bilo mogoče 
uporabljati kot terapevtska sredstva, insekticide, sredstva proti obraščanju, UV zaščito itd. [1], 
[7]. 
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Slika 4. Shema metabolizma cianobakterij [1] 
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3  Spreminjanje cianobakterij za tvorbo specifičnih produktov 
Razumevanje temeljnih genetskih procesov cianobakterij, ki so privlačni laboratorijski modeli, 
nam omogoča genetsko manipulacijo s tehnikami, ki so bile že razvite za dobro raziskane 
heterotrofne bakterije, kot je Escherichia coli. Področje molekularne biologije cianobakterij se 
je v zadnjih dveh desetletjih močno razvilo, in sicer od skoraj nobenega znanja s tega področju 
do razvoja transformacijskih sistemov. V zadnjem času se veliko pozornosti usmerja v razvoj 
cianobakterij kot industrijskih platform biotehnologije z uporabo bioinženiringa in sintezne 
biologije. Cianobakterije imajo velik potencial pri proizvodnji obnovljivih goriv, različnih 
kemikalij in prehranskih dopolnil. Ker lahko cianobakterije proizvajajo goriva, ki za uporabo v 
motorju ne potrebujejo dodatnega rafiniranja ali kemičnih sprememb, in ker je možno njihovo 
sestavo prilagajati z gensko manipulacijo, so cianobakterijska biogoriva perspektivna za 
uporabo v prihodnosti [8]. 
 
3.1 Osnove tehnologije rekombinantne DNA 
Rekombinantna DNA je v laboratoriju pripravljena DNA, ki združuje genetski material iz 
različnih organizmov (heterologna rekombinacija) ali povečuje število kopij nekega gena 
(homologna rekombinacija). Molekulsko kloniranje je postopek priprave rekombinantne DNA, 
ki se je sposobna sama razmnoževati v gostiteljskem organizmu. Ko se prejemniška celica deli, 
se v njej razmnožuje tudi rekombinantna DNA, ki je s tem klonirana. Rekombinantna DNA 
nastane z vstavljanjem določenega zaporedja DNA v obstoječi genom, kar lahko izvedemo 
znotraj ali izven organizma. Pri tem uporabimo vektor, ki ima vlogo prenašalca tarčne DNA, in 
z njegovim podvojevanjem znotraj organizma [9]. 
Priprava rekombinantne DNA vključuje naslednje korake [9]: 
1. Izbor in izolacija molekule DNA za prenos v tujo DNA,  
2. Rezanje DNA in izbira vektorja, 
3. Priprava in vstavitev fragmenta tuje DNA v vektor – nastane rekombinantna DNA, 
4. Vnos hibridne DNA v gostiteljski organizem – transformacija, 
5. Pregled gostiteljskih celic s hibridizacijo ali drugimi metodami. 
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Slika 5. Priprava in kloniranje rekombinatne DNA [9] 
 
Osnovna metoda za vstavljanje tuje DNA v vektorje poteka preko restrikcijskih mest. 
Restriktaza ali restrikcijska endonukleaza je encim, ki razreže dvojno vijačnico DNA na 
specifičnih mestih v zaporedju, imenovanih restrikcijska mesta. Encime, ki DNA ponovno 
zlepijo, imenujemo ligaze [9].  
Najpogosteje uporabljeni vektorji so bakterijski plazmidi. So izvenkromosomska, ponavadi 
krožna dvoverižna DNA, mnogo manjša od kromosomske DNA, ki se samostojno podvojujejo. 
Primer enostavnega in dobro poznanega klonirnega vektorja je plazmid pBR322 za delo v 
bakteriji Escherichia coli. Bakterijski plazmidi lahko sprejmejo vključke do 15 000 baznih 
parov [9]. Poleg bakterijskih plazmidov obstajajo tudi bakteriofagi, umetni bakterijski 
kromosomi (BAC) in umetni kromosomi kvasovke (YAC), v katere lahko vnesemo daljše 
odseke DNA, ki jih želimo vključiti v gostiteljske celice. Bakteriofagi so virusi, ki kot klonirni 
vektor vnesejo vsebovano DNA v celice bakterij. Najpogostejši bakteriofag za prenos DNA v 
celice E. coli je bakteriofag lambda. Kloniranje bakteriofagne DNA z okužbo gostiteljskih 
bakterijskih celic imenujemo transdukcija [9], [10].  
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Umetni bakterijski kromosomi so preprosto zasnovani plazmidi za kloniranje zelo dolgih 
segmentov (običajno od 100.000 do 300.000 baznih parov) DNA [9]. Umetni kromosomi 
kvasovk so klonirni vektorji, ki izhajajo iz kvasovk. Razvili so jih zaradi potrebe po prenosu 
evkariontskih in drugih dolgih fragmentov DNA. Ostali evkariontski vektorji so bolj 
kompleksni in se med seboj razlikujejo glede na tip evkarionta  [9].  
Za gostiteljske celice je zaželeno, da je njihovo gojenje enostavno, varno in poceni. Idealna 
gostiteljska celica se hitro deli in raste, sposobna je privzeti DNA in ni patogena. Vsebovati 
mora tudi primerne encime, ki omogočajo podvojevanje vektorja. Najpogosteje uporabljeni 
gostiteljski celici sta bakterija Escherichia coli in kvasovka [9]. 
 
3.2 Genetsko inženirstvo cianobakterij 
Metode prenosa genov, ki se uporabljajo v cianobakterijah, so naravna transformacija, 
konjugacija in elektroporacija, uporablja pa se tudi metoda z ultrazvokom [8].Transformacija 
je proces, pri katerem pride do sprejema in vključitve proste DNA v gostiteljsko celico. Pogoj 
za transformacijo je celična kompetenca, kar povzroča prepustnost membrane. Celična 
kompetenca je lahko naravna ali umetna, kar pomeni, da mora biti celica v neugodnem okolju 
pod stresnimi pogoji [9].  
Konjugacija je prenos genske informacije pri neposrednem stiku med dvema celicama. Pri tem 
se prenaša plazmid iz ene bakterijske celice v drugo [10]. Pri elektroporaciji kulturo celic 
izpostavimo močnemu električnemu polju, kar povzroči depolarizacijo membrane in tvorbo 
por, skozi katere lahko vstopi DNA [9]. Pri ultrazvočni metodi pa s pomočjo ultrazvočnih 
frekvenc povečamo prepustnost celične membrane, skozi katere vstopi DNA [8]. 
Številne vrste cianobakterij so uspeli gensko spremeniti z metodama transformacije ali 
konjugacije s sprejemom plazmida, ki so ga predhodno namnožili v bakterijah Escherichia coli. 
Naravna transformacija je bila prvič opisana s kulturo Synechococcus sp. seva PCC7942 in od 
takrat velja za pomemben sev za transformacijo enoceličnih cianobakterij. Vrste iz rodov 
Synechococcus in Synechocystis, natančneje Synechocystis sp. PCC6803, Synechococcus sp. 
PCC7942 in Synechococcus sp. PCC7002, so najpogosteje uporabljeni sevi in spadajo med 
redke, za katere je znano, da jih je mogoče naravno transformirati. Razlog, zakaj je naravna 
transformacija omejena na enocelične cianobakterije kot sta Synechococcus in Synechocystis, 
ni povsem jasen, vendar pojasnjuje poudarek genetskega inženiringa prav na teh vrstah. Čeprav 
je bila transformacija cianobakterij temeljito raziskana, je zelo malo znanega o mehanizmu, s 
katerim se DNA veže na celico in nato prehaja skozi membrano med transformacijo. Na 
učinkovitost transformacije vpliva veliko dejavnikov, to so uporabljeni sev, dolžina, oblika in 
koncentracija uporabljene DNA in tudi metoda, uporabljena za transformacijo [8], [11]. 
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3.3 Vektorji za transformacijo cianobakterij 
Plazmidi, ki jih uporabljamo pri transformaciji cianobakterij, se delijo v dve glavni skupini. V 
prvo skupino spadajo nereplikacijski plazmidi ali integrativni plazmidi, ki se ne morejo 
neodvisno razmnoževati in se sčasoma izgubijo skozi zaporedne delitve celic. Druga skupina 
so replikacijski plazmidi, ki se lahko podvajajo znotraj cianobakterij. Idealni plazmidni vektorji 
za prenos DNA v gostiteljsko celico in stabilno vzdrževanje so integrativni plazmidi. Ti vektorji 
so uporabni tudi za ciljno mutagenezo, pri kateri gen na kromosomu nadomestimo z mutiranim 
genom v plazmidu [8].  
Ugotovili so, da se noben od običajnih klonirnih vektorjev za delo z E. coli ne more podvojevati 
v cianobakterijah, verjetno zato, ker replikacijsko mesto colE1, ki ga nosijo vektorji, kot so 
pUC19, pBluescript in pGEM-T, niso prepoznani v mehanizmu replikacije DNA v 
cianobakterijah. Za cianobakterije so konstruirali številne replikacijske plazmide, ki nosijo 
različne selekcijske markerje. Primeri vključujejo pFCLV7 in plazmide, ki izvirajo iz RSF1010 
(npr. PSL1211, pPMQAKl in pFCl). Večina vektorjev za cianobakterije še vedno ni dobro 
raziskana, kar predstavlja omejitve glede izražanja genov [8].  
Učinkovitost transformacije je višja, če za transformacijo celic Synechocystis sp. PCC 6803 
uporabimo plazmide, pridobljene iz kultur Synechocystis 6803, kot če transformacijo opravimo 
z drugimi bakterijskimi plazmidi. Vzrok je morda kompatibilnost DNA gostitelja in vektorja. 
Kljub temu se prenosljivi plazmidi, pridobljeni iz bakterije Escherichia coli, rutinsko 
uporabljajo, ker so dobro poznani, primerni in praktični za pripravo [8]. 
 
3.4 Selekcijski markerji pri cianobakterijah 
Ko vstavimo tujo DNA v bakterije, je treba nadzorovati kulturo in nato izolirati tiste bakterije, 
ki so uspešno vključile tujo DNA v svoj metabolizem. To storimo s pomočjo selekcijskih 
markerjev. Primer tega je odpornost na antibiotike. Ko kulturo celic nanesemo na gojišče, ki 
poleg hranil vsebuje tudi antibiotike, preživijo in rastejo samo tiste celice, ki so uspešno sprejele 
tujo DNA. Antibiotika, ki se uporabljata kot selekcijska markerja pri delu s cianobakterijami, 
sta neomicin in kanamicin [8]. 
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4  Fotobioreaktorji 
Fotobioreaktorje (angl. photobioreactors, PBRs) uporabljamo za proizvodnjo snovi s celicami, 
ki kot vir energije uporabljajo sončno svetlobo. Poleg zaprtih PBR poznamo na enakem 
principu tudi odprte sisteme [12], [13]. 
Kljub boljši učinkovitosti zaprtih PBR se danes  pogosteje uporabljajo odprti sistemi, in sicer 
zaradi lažje konstrukcije in nižje cene. Izdelani so iz betona ali obloženi s plastiko. Ti odprti 
sistemi so idealni za gojenje alg, s katerimi pridobivamo biodizel, niso pa primerni za 
proizvodnjo biogoriv četrte generacije, saj je veliko teh kemikalij težko vzdrževati v odprtem 
sistemu, poleg tega pa so pridobljene iz gensko spremenjenih cianobakterij, ki jih je 
prepovedano uporabljati v odprtih sistemih zaradi tveganja, povezanega z onesnaževanjem 
okolja. Pri odprtih sistemih se produkti ločijo od gojene kulture z različnimi metodami, npr. s 
flokulacijo, pervaporacijo, membransko filtracijo. Izbrana metoda je odvisna od materiala oz. 
produkta, ki ga ločimo [12], [13]. 
Zaprt PBR ima v primerjavi z odprtimi sistemi več ugodnih prednosti, kot so večja učinkovitost 
fotosinteze, višje koncentracije produktov, višja produktivnost kultur, nizka kontaminacija, 
preprečevanje izgube vode zaradi izhlapevanja in možnost natančnega nadzorovanja okolja 
znotraj sistema, npr. nadzorovanje hranil, pH-ja, temperature, svetlobe. PBR je zaprt sistem, ki 
je zasnovan v obliki plošč, cevi ali vrečk iz stekla, plastike ali drugih prosojnih materialov [12], 
[13]. Volumen zaprtih fotobioreaktorjev je po navadi med 100 in 1000 L. PBR se po navadi 
uporablja za gojenje cianobakterij, ki proizvajajo produkte višje vrednosti [1]. Poleg dražje 
konstrukcije PBR sta veliki pomanjkljivosti zaprtih sistemov velika poraba energije in visoki 
obratovalni stroški. Tipičen PBR je trifazni sistem, ki vključuje gojišče kot tekočo fazo, celice 
kot trdno fazo in s CO2 obogaten zrak kot plinsko fazo pri avtofototrofni kultivaciji [13]. 
 
 
Slika 6. Primer procesne sheme za pridobivanje biogoriv s fotosintetskimi organizmi [12] 
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4.1 Material za izdelavo fotobioreaktorjev 
Za optimalno delovanje mora imeti material, iz katerega je izdelan fotobioreaktor, dobre optične 
lastnosti, kar omogoča vpadni svetlobi neoviran vstop v fotobioreaktor pod različnimi vpadnimi 
koti. Predeli reaktorja, ki niso izpostavljeni svetlobi, morajo vsebovati prevleko, izdelano iz 
odsevnega materiala, ki čim dlje ohranja svetlobo znotraj reaktorja. Material mora imeti dobro 
trdnost in togost, čim večji sta trdnost in togost, manj materiala je potrebnega za izdelavo PBR. 
Vsak izbran material mora dobro tesniti in biti dobro združljiv z ostalimi sestavnimi deli, da 
zagotovi čim daljšo življenjsko dobo reaktorja. Materiali, ki se običajno uporabljajo pri izdelavi 
PBR, so steklo, polivinilklorid (PVC), PE, polikarbonat (PC), akril (pleksi steklo), silikat in 
steklena vlakna. Upoštevati je treba tudi življenjsko dobo samega materiala, saj je reaktor v 
okolju, ki vsebuje nekatere korozivne kemikalije, npr. hranilna sredstva za organizme in 
svetlobne žarke različnih valovnih dolžin, ki so lahko škodljivi za material. Material, iz katerega 
je narejen fotobioreaktor, mora biti nestrupen, imeti mora visoko trdnost, biti kemično stabilen 
in enostaven za čiščenje [12]. 
 
4.2 Vrste fotobioreaktorjev 
Pri izbiri reaktorja za določen proizvodni proces je treba upoštevati številne vidike. Čeprav 
obstajajo reaktorji, ki se uporabljajo pogosteje kot drugi, je treba izbrati najprimernejšega za 
vsak primer posebej, da bi optimizirali učinkovitost procesa. Poznamo več vrst 
fotobioreaktorjev, na primer membranske fotobioreaktoje, fotobioreaktorje s biofilmom 
fotosinteznih organizmov (f), raznovrstne cevne fotobioreaktorje (b,c, e in d), fotobioreaktoje 
v obliki vreče (a), hibridne fotobioreaktorje, ki so kombinacija ostalih itd. Večinoma se jih 
uporablja kot serije reaktorjev [12], [13]. Mikrofotobioreaktorji so še ena vrsta 
fotobioreaktorjev, ki delujejo na enakem principu, vendar na precej manjši skali z uporabo 
tehnologije mikrofluidike [14]. 
 
 
Slika 7. Prikaz različnih fotobioreaktorjev [15] a) PBR v obliki visečih plastični vreč, b) 
dvovrstni vodoravni cevni PBR, c) serija navpičnih cevnih PBR d) vrstni navpični cevni PBR 
s ploščatim dnom, e) cevni PBR v obliki valja, f) serija inovativnih ploščatih PBR 
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4.3 Proces mešanja 
Pri fotobioreaktorjih ima velik pomen mešanje, saj je odgovorno za enotno temperaturo znotraj 
PBR, vzdrževanje enakomernega pH, enakomerno porazdelitev hranil in CO2. Mešanje mora 
biti skrbno regulirano. Če je mešanje premočno, lahko poškoduje bakterije, če pa je prešibko, 
se kultura posede na dno ali nabira v skupke. Mešanje dosežemo na več načinov: z rotorji, 
magnetnimi mešali, kolesi z lopaticami, črpalkami, lahko pa tudi z vpihavanjem plina v PBR. 
Mešanje preprečuje pritrjevanje celic na površino reaktorja in vpliva tudi na razporeditev 
svetlobe, preprečuje nezadostno ali prekomerno svetlobo določenim celicam [12], [13]. 
 
4.4 Razporeditev svetlobe znotraj fotobioreaktorjev 
Poleg temperature, pH okolja, hranil in mešanja so tudi intenziteta, razpoložljivost in trajanje 
svetlobe pomembne spremenljivke pri rasti organizmov [12]. Zaželeno je, da vsak zasnovan 
eksperiment ohranja konstantno svetlobno intenziteto znotraj valovne dolžine 440–700 nm. 
Omenjeni interval valovne dolžine svetlobe predstavlja  standard, znan kot fotosintetsko 
aktivno sevanje, ki pa lahko variira glede na gojeno kulturo [16]. Povečanje intenzivnosti 
svetlobe poveča hitrost rasti do točke nasičenja. Sončna svetloba ni primerna kot edini vir 
svetlobe, saj je odvisna od podnebja in njena intenzivnost preko dneva  ni enotna. Zato se poleg 
sončne svetlobe uporablja umetna svetloba, s katero je mogoče doseči dosledno in stalno 
osvetlitev. Razporeditev umetne svetlobe mora biti zasnovana tako, da se ne izgublja energija. 
Vir umetne svetlobe, ki se običajno uporablja za gojenje cianobakterij in mikroalg, je 
fluorescenčna svetloba. Fluorescenčne luči oddajajo svetlobo v vidnem spektru, uporablja pa 
se jih, ker so poceni, dostopne, enostavne za namestitev in nadzor. Organizmi zahtevajo za 
preživetje veliko število fotonov, in ker se njihova gostota sčasoma povečuje, se razpoložljivost 
svetlobe zmanjša zaradi medsebojnega senčenja. Celice blizu osvetljene površine senčijo bolj 
oddaljene celice. Trenutno se strokovnjaki intenzivno ukvarjajo s povečanjem učinkovitosti 
prenosa svetlobe v predele reaktorja, ki prejemajo manj svetlobe. To je pri večjih sistemih velik 
problem,  trenutno se kot delna rešitev uporablja notranja osvetlitev [12], [13]. 
 
 
Slika 8. Notranja osvetlitev PBR [17] 
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5  Proizvodnja snovi in energije s cianobakterijami 
Cianobakterije so obetavne majhne biotovarne za proizvodnjo snovi z visoko dodano 
vrednostjo iz vode in CO2 z uporabo sončne svetlobe. Za dosego tega cilja je največkrat 
potrebno uvesti in izraziti gene v cianobakterijah, ki jih nimajo za proizvodnjo teh kemikalij, 
preusmeriti fotosintezno vezan ogljik v proizvodnjo predvidenih kemikalij, povečati toleranco 
cianobakterij na predvidene produkte ter ohraniti ali povečati gensko stabilnost bakterij. S 
pomočjo genskega inženiringa so iz cianobakterij proizvedene številne kemične spojine. Večina 
kemikalij se proizvaja z uvedbo relativno malo genov, ki preusmerjajo vmesne spojine 
osrednjih presnovnih poti v želene kemikalije. V številnih primerih je bila količina produktov 
povečana z vstavitvijo inaktivacije poti, ki tekmujejo za substrat, ali z genskimi spremembami, 
ki lajšajo negativne učinke zaviranja izdelka [11], [18]. 
 
 
Slika 9. Enostavna procesna shema produktov cianobakterij [8] 
 
Lastnosti cianobakterij, zaradi katerih so lahko med najbolj obetavnimi organizmi za 
proizvodnjo bioenergije, so: vsebujejo zmerno količino lipidov, prisotnih predvsem v 
tilakoidnih membranah, ki so pomembni za biogoriva; v primerjavi z drugimi algami in višjimi 
rastlinami imajo višjo raven fotosinteze in stopnjo rasti; zlahka rastejo ob prisotnosti osnovnih 
prehranskih potreb, kot so (CO2 in N2 za nekatere vrste), voda, nekateri minerali in svetloba; so 
vodni organizmi, ki ne potrebujejo obdelovalne površine za rast, in zato ne konkurirajo   
tradicionalnim živilskim pridelkom; posledično je gojenje relativno preprosto in poceni [1], [6], 
[7]. 
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Prednost cianobakterij je tudi ta, da so prokarionti, ki se jih v nasprotju z evkarionti lažje gensko 
spreminja, in sicer z namenom, da bi povečale proizvodnjo kemikalij. Cianobakterije imajo 
relativno majhen genom in številne vrste so bile že v celoti sekvencirane [6]. Synechocystis sp. 
PCC 6803, Synechococcus elongatus PCC 7942 in Synechococcus sp. 7002 so najpogostejše in 
najprimernejše kulture cianobakterij za metabolni inženiring in razvoj industrijskih bioprocesov 
[1].  
 
Postopek pridobivanja ciljne spojine iz kulture cianobakterij [1]: 
1. Ko je dosežena optimalna gostota celic, se biomasa celic loči od tekočega medija v fazi 
žetve. Izbira metode za ločevanje je odvisna od velikosti celic, morfologije in gostote 
celic. Filtracija in sedimentacija sta metodi za ločevanje večjih celic, centrifugacija in 
flotacija z raztopljenim zrakom pa sta boljši za manjše kulture. Uporabljata se lahko tudi 
metodi mikrofiltracije in ultrafiltracije, vendar sta nekoliko dražji. 
2. Naslednja faza je odstranjevanje presežne vsebnosti vode s sušenjem, kar je potrebno 
za preprečevanje degradacije. Faza sušenja je v optimalnih primerih kratka faza, saj se 
s tem izognemo razgradnji toplotno občutljivih spojin in nepotrebni porabi energije.  
3. Zadnja koraka sta ekstrakcija in čiščenje. Za ekstrakcijo celičnih produktov lahko 
uporabimo mehanske ali kemične metode, ki porušijo cianobakterijsko celično steno. 
Mehanske metode vključujejo uporabo ultrazvoka, homogenizacijo pod visokim 
pritiskom in uporabo mehanskih kroglic za razpad celične stene in sproščanje 
znotrajcelične vsebine v medij. H kemičnim metodam spadajo na primer encimska 
ekstrakcija, ekstrakcija tekoče-tekoče in ekstrakcija z nadkritičnimi fluidi. 
 
 
Slika 10. Procesna shema gojenja cianobakterij in zaključnih procesov za pridobivanje 
različnih produktov [1]  
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5.1 Biogoriva 
Biogoriva kot obnovljivi energent predstavljajo neposredni nadomestek za večino pogonskih 
goriv fosilnega izvora in lahko pomembno prispevajo k izboljšanju zanesljivosti oskrbe z 
energijo, zmanjšanju emisij toplogrednih plinov in ustvarjanju novih možnosti trajnostnega 
razvoja. Biogoriva izvirajo iz biološkega materiala, trenutno predvsem iz rastlin, 
mikroorganizmov, živali in odpadkov. Glede na izvor in tehnologijo proizvodnje biogoriv jih 
običajno imenujemo biogoriva prve, druge, tretje in četrte generacije [19], [20]. 
- Biogoriva prve generacije se proizvajajo neposredno iz živilskih pridelkov, kot so koruza, 
sladkorni trs, pšenica, oljna ogrščica itd. Biogoriva prve generacije niso najboljša alternativa, 
saj ne zmanjšujejo emisij toplogrednih plinov, imajo nizko učinkovitost in konkurirajo uporabi 
živil v živilski industriji. 
- Biogoriva druge generacije so izboljšava biogoriv prve generacije. Pridelujejo se iz 
neživilskih rastlin, kot so les, organski odpadki, odpadki iz pridelkov hrane in posebne 
rastlinske biomase, zato odpravljajo glavni problem pri biogorivih prve generacije. 
- Biogoriva tretje generacija kot vir energije izkoriščajo alge in cianobakterije. Gojijo se lahko 
z zemljo in vodo, ki ni primerna za proizvodnjo hrane, kar razbremeni izčrpana področja. Lahko 
proizvajajo številna biogoriva, kot so dizelsko gorivo, bencin in reaktivno gorivo. 
- Biogoriva četrte generacije uporabljajo gensko spremenjene organizme za proizvodnjo 
goriv. Sintezna biologija alg in cianobakterij je še mlado, a močno razvijajoče se raziskovalno 
področje [19], [20]. 
V diplomski nalogi se bom osredotočil na biogoriva tretje in četrte generacije, saj kot 
proizvodne organizme uporabljajo naravne in gensko spremenjene cianobakterije. Poleg 
biogoriv bom predstavil tudi nekatere produkte višje vrednosti, kot so npr. terpeni. 
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5.1.1 Alkoholi 
Etanol, proizveden iz obnovljivih virov, je privlačen vir energije zaradi dejstva, da ga je 
mogoče mešati z obstoječim dizelskim gorivom. Prednost, ki jo imajo cianobakterije pred 
tradicionalnimi rastlinami pri proizvodnji etanola, je, da naravno fermentirajo brez potrebe po 
dodajanju drugih kultur, kot je to v primeru fermentacije tradicionalnih energetskih rastlin.  
Fermentacija ne predstavlja primarnega vira energije za večino alg in cianobakterij, zato deluje 
na minimalni ravni, ki ji omogoča preživetje. Poteka v temnih razmerah, kjer ne nastaja kisik, 
s čimer preprečimo dihanje za proizvodnjo energije. Za doseganje razumne proizvodne 
učinkovitosti je potrebna genska modifikacija kultur. Prve vrste cianobakterij, ki so bile gensko 
spremenjene za proizvodnjo etanola, so bile Synechococcus sp. PCC 7942 in kasneje 
Synchocystis sp. PCC 6803. Sev so gensko spremenili z vstavitvijo zapisa za proizvodnjo 
encimov iz fermentacijske bakterije Zymomonas mobilis. Pri tej presnovni poti se piruvat naprej 
pretvori v acetaldehid, acetaldehid pa kasneje v etanol [1], [6], [7]. Alternativna metoda za 
proizvodnjo etanola je proizvodnja iz celuloznega materiala. Synchococcus sp. PCC 7942 so 
gensko modificirali za sintezo celuloze z geni iz kulture Gluconobacter xylinus. Sposobna je 
proizvajati zunajcelično nekristalinično celulozo. Nekristalinična oblika olajša njeno predelavo, 
zaradi česa je primerna surovina za proizvodnjo etanola [6]. 
Izobutanol je alkohol, ki se uporablja kot topilo pri proizvodnji pesticidov, arom in dišav, 
uporablja se tudi za proizvodnjo aditivov, ki preprečujejo korozijo maziv, hkrati pa je obetavno 
biogorivo. V primerjavi z etanolom je izobutanol za proizvodnjo priemrnejši zaradi nizke 
higroskopnosti, višje energije in manjše korozivne lastnosti. V primerjavi z etanolom in 1-
butanolom ima izobutanol tudi višje oktansko število. Izobutiralaldehid je intermediat pri 
sintezi izobutanola, zato bom najprej opisal njegovo sintezo [7], [21]. Izobutiraldehid se 
uporablja kot intermediat za proizvodnjo mehčalcev, glikolov, esencialnih aminokislin, arom 
in dišav, polimerov, insekticidov in izobutanola. Zaradi svojih fizikalno-kemijskih lastnosti je 
privlačna kemikalija za proizvodnjo s cianobakterijami. Proizvodnja izobutiraldehida v 
cianobakterijah Synechococcus elongatus PCC 7942 poteka preko poti keto kislin. 2-keto 
kisline so intermediati v sintezni aminokislin in se lahko pretvorijo v aldehide z encimom  
2-ketokislin dekarboksilazo. Gen za encim so vzeli iz bakterije Lactobacillus lactis in integrirali 
v S. elongatus. Sinteza izobutanola se razlikuje samo v zadnjem koraku, pri katerem se 2-
ketokisline v alkohole pretvorijo z alkohol dehidrogenazo [7], [21]. 
Butanol je primarni alkohol, zanimiv kot biogorivo in surovina. Industrijska proizvodnja 
poteka iz propilena iz fosilnih goriv. Butanol se uporablja kot intermediat za proizvodnjo  
butilestrov, pa tudi kot topilo za ekstrakcijo eteričnih olj, topilo za barve ter naravne in 
sintetične smole. Ima nizko higroskopnost in visoko vsebnost energije, podobno bencinu, zato 
predstavlja njegov potencialni nadomestek. Biobutanol nastaja kot stranski produkt mikrobne 
fermentacije. Na začetku je industrijska proizvodnja biobutanola potekala s fermentacijo 
Clostridium acetobutylicum. V Clostridium nastaja 1-butanol iz piruvata po od CoA odvisni 
poti. Ker sintezna pot, odvisna od CoA, izhaja iz anaerobnih bakterij, se težje implementira v  
cianobakterije, ki med fotosintezo proizvajajo kisik. S. elongatus  je proizvajal 1-butanol ob 
zaviranju fotosinteze, torej brez svetlobe in proizvedenega kisika. Za sintezo 1-butanola so v 
genom Synechococcus Elongatus PCC7942 vključili gene iz C. acetobutylicum, Treponema 
denticola in E. coli [21]. 
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Primeri alkoholov, ki jih proizvajajo cianobakterije in ne spadajo k biogorivom, so butandiol, 
izopropanol in manitol. 
Butandiol je v industriji surovina za proizvodnjo topil, polimerov, mehčalcev, črnil in 
fumigantov. V sevu Synechococcusa elongatus PCC 7942  so izboljšali učinkovitost 
proizvodnje butandiola z uvedbo genov za proizvodnjo in pretvorbo acetoina. Izhodišče 
rekombinantne biosintetske poti je bil piruvat. Končna reakcija je pretvorba acetoina preko 
alkoholne dehidrogenaze II v 2,3-butandiol [1]. 
Izopropanol je sekundarni alkohol, ki ga lahko dehidriramo in tako dobimo propilen, ki je 
monomer široko uporabljenega polipropilena. Polipropilen je dobro znana vrsta plastike, ki ima 
široko uporabo v industriji, npr. za embalaže, črpalke, ventile, tesnila. Proizvodnja izopropanola 
je bila uspešna v sladkovodni cianobakteriji Synechococcus elongatus PCC 7942 z uporabo 
encimov iz Clostridium acetobutylicum, Escherichia coli in Clostridium beijerinckii. Geni za 
proizvodnjo vseh potrebnih encimov so bili vstavljeni v cianobakterijski kromosom s 
homologno rekombinacijo različnih plazmidov, ki je tudi najpogostejša metoda. Izopropanol je 
po številnih biokemičnih reakcijah nastal iz izhodne spojine acetil Co-A [1]. 
Manitol, imenovan tudi sladkorni alkohol, se uporablja pri proizvodnji predelane hrane, zdravil 
in kemikalij. Kultura cianobakterij Synechococcus sp. PCC 7002 se uporablja za proizvodnjo 
manitola. Izhodišče biosintezne poti je fruktoza 6-fosfat→F6P, ki se pretvori v manitol 1-fosfat 
in nato v manitol z uporabo encimov, ki izvirajo iz E. coli in parazita Eimeria tenella [1]. 
 
5.1.2 Vodik 
Vodik lahko proizvajajo številni sevi cianobakterij z reverzibilno aktivnostjo hidrogenaze. 
Hidrogenaze katalizirajo reverzibilno reakcijo 2H+ + 2e- → H2, elektrone pa pridobivajo 
neposredno iz Fd ali NADPH. Številne cianobakterije imajo naravno prisotne hidrogenaze in 
lahko pod anoksičnimi pogoji proizvajajo vodik.  Vodik nastaja tudi kot stranski produkt 
fiksacije N2 z nitrogenazo pri diazotrofnih cianobakterijah v okolju omejenem z N2. Rodovi 
cianobakterij, ki jih uporabljamo za proizvodnjo H2, so: Anabaena, Oscillatoria, Cyanothece, 
Anabaenopsis, Nostoc, Synechococcus, Synechocystis, Aphanocapsa, Gleocapsa ... Glavna 
omejitev pri proizvodnji H2 v cianobakterijah je encimska netoleranca na O2, ki nastaja med 
fotosintezo. Poleg tega je razpoložljivost reduciranih molekul, kot sta feredoksin in NADPH, 
težava, saj so vključene tudi v druge procese [6], [7]. 
Cianobakterije lahko delujejo tudi kot naravni viri vodika v gorivnih celicah in tako sodelujejo 
v proizvodnji energije. Raziskovalci so v gorivnih celicah za proizvodnjo H2 uporabili spirulino. 
Ta vrsta cianobakterij ima visoko hranilno vrednost, zato bi lahko zmanjšali stroške proizvodnje 
energije s tem, da bi spirulino uporabili v živilski industriji. Omenjeni proces je glede 
bioproizvodnje čiste energije v prihodnosti perspektiven, vendar je potrebnih še veliko raziskav, 
da bo ekonomično sprejemljiv [6]. 
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5.1.3 Biodizel in derivati maščobnih kislin 
S spreminjanjem presnovne poti za sintezo maščobnih kislin so cianobakterije zmožne 
proizvajati maščobne alkohole, etil ester maščobne kisline, ki so sestavni deli biodizla in 
ogljikovodike. Naštete spojine se v industriji uporablja kot gorivo ali kot intermediat za druge 
spojine [1]. 
Ena izmed energetskih alternativ za dizelsko gorivo je biodizel. Biodizel je gorivo s čistim 
izgorevanjem. Dobimo ga s predelavo triacilgliceridov (TAG) iz rastlinskih olj, pri čemer 
dobimo metil ester maščobne kisline (FAME) in etil ester maščobne kisline (FAEE). To 
storimo s transesterifikacijo, zamenjavo radikalov med estrom in alkoholom rastlinskih olj, 
običajno z metanolom ali etanolom, čemur sledi čiščenje. Sestavni del biodizla FAEE prav tako 
proizvajajo cianobakterije pod stresnimi pogoji. V kulturi Synechococcus elongatus PCC 7942 
je bila proizvodnja FAEE izboljšana, kjer etanol in acil Co-A iz lipidne presnove proizvajata 
FAEE preko encima diacilglicerol aciltransferaza, vzetega iz Acinetobacter baylyi. Proizvodnjo 
etanola iz piruvata katalizirata encima piruvat dekarboksilaza in alkohol dehidrogenaza II iz Z. 
mobilis [1], [6], [7], [21].  
Maščobni alkoholi najpogosteje nastajajo iz rastlinskih olj s transesterfikacijo trigliceridov, 
kjer se nastali metil estri v reakciji hidrogeniranja pretvorijo v maščobne alkohole. Sinteza 
maščobnih alkoholov s cianobakterijami poteka v kulturi Synechocystis sp. PCC 6803. Sinteza 
je bila izboljšana z implementacijo encima iz Marinobacter aquaeolei, ki pretvori maščobne 
acil ACP v maščobne alkohole. Izkoristek procesa se je še dodatno povečal z odstranjevanjem 
lastnih genov kulture, ki kodirajo določene encime [1]. 
Ogljikovodiki so po sintezni poti podobni maščobnim alkoholom. Proizvodnja ogljikovodikov 
je postala možna z odkritjem družin encimov različnih vrst cianobakterij, kot je aci-acil 
reduktaza transportni protein. Visoko izražanje omenjenega encima v kulturi Synechocystis sp. 
PCC 6803 je pokazalo povečano proizvodnjo alkanov in alkenov. Maščobni acil ACP-ji se 
reducirajo do ustreznih aldehidov in nato pretvorijo v ogljikovodike [1], [21]. 
Alternativni način pridobivanja osnovnega ogljikovodika metana je pretvorba celične biomase 
pod anoksičnimi pogoji s procesom anaerobne prebave (AD-anaerobic digestion). Po 
ekstrakciji lipidov iz biomase cianobakterij se lahko ostali material pretvori v metan. 
Proizvodnja metana v organizmu je močno povezana z njegovo kemično sestavo, zato 
metanogeneza cianobakterijske biomase ni najbolj idealna v primerjavi z ostalimi viri biomase. 
V nadaljevanju bom naštel nekatere kulture cianobakterij, s katerimi so raziskovali proizvodnjo 
metana z različnimi pristopi, poleg že omenjene metode. Spirulina maxima je ena od vrst, s 
katero so raziskovali proizvodnjo metana preko procesa AD. Anabaena sp. je diazotrofna 
cianobakterija, ki lahko razgrajuje cianide in tako proizvaja metan. Bakterija reducira cianide v 
metan in amoniak. Drugi primeri v literaturi opisujejo proizvodnjo metana v sistemu več 
organizmov, v katerih je vloga cianobakterij proizvodnja hranil, ki jih uporabljajo metanogene 
bakterije, ali z odstranitvijo ogljikovega dioksida iz bioplina, s čimer se izboljša njegova 
kakovost. Z ekonomskega vidika je proizvodnja metana iz cianobakterij še vedno veliko dražja 
v primerjavi s fosilnimi gorivi, zato postopek proizvodnje CH4 potrebuje nadaljnje raziskave 
[6]. 
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5.1.4 Tehnologija ˝fotanol˝ 
Za izboljšano proizvodnjo biogoriv sta Hellingwerf in Mattos [22] razvila novo tehnologijo, 
imenovano ˝fotanol˝. Pri tej tehnologiji so lastnosti fotosintezne in fermentacijske bakterije 
združene v enem samem organizmu. V tehnologiji ˝fotanol˝ so lastnosti kemotrofnih bakterij z 
genetskim inženiringom vključili v fotosintezni organizem Synechocystis sp. PCC 6803. 
Sladkorji s tremi ogljikovimi atomi, na primer gliceraldehid 3-fosfat (G3P), predstavljajo v tem 
preoblikovanem organizmu stično spojino med fotosintezo in fermentacijo. Spremenjeni 
organizem uporablja sončno energijo in CO2 za proizvodnjo biogoriva, kot sta etanol ali 
butanol, z minimalnim številom korakov, kar je privedlo do povečanja proizvodne učinkovitosti 
biogoriva v primerjavi s trenutnimi proizvodnimi procesi [6]. 
 
5.2 Organske kisline 
Cianobakterije so bile gensko spremenjene za proizvodnjo organskih kislin, kot so: jantarna 
kislina, 3-hiroksipropanojska kislina in 3-hidroksibutanjoska kislina. Jantarna kislina in njej 
podobne kisline imajo pomembno vlogo v prehrambni, farmacevtski in kemijski industriji [1]. 
Jantarna kislina nastaja v kulturi Synechococcusa elongatus PCC 7942 preko alternativne 
presnovne poti, pri kateri je okso-glutarat (OG) iz Krebsovega cikla izhodna spojina. Geni za 
sintezo encimov so bili pridobljeni iz Synechococcus sp. PCC 7002, E. coli in Corneybacterium 
glutamicum. OG se pretvori v sukcinat oziroma jantarno kislino preko novo nastalih encimskih 
reakcij [1]. 
3-hidroksipropanojsko kislino (3HP)  uporabljamo v industriji plastike kot predhodnik za 
sintezo akrilne kisline in drugih polimerov. V kulturi cianobakterije Synechococcusa elongatus 
PCC 7942 sta bili izraženi dve novi metabolni poti. Prva izhaja iz malonil Co-A, druga pa iz 
beta-alanina. V prvi metabolni poti so bili uvedeni geni za proizvodnjo encimov iz Sulfolobus 
tokodaii in Metallosphaera sedulawere. Izhodiščno spojino predstavlja malonil-CoA, ki s 
pomočjo uvedenih encimov reagira v 3HP. Druga metabolna pot je bila implementirana samo 
za višjo učinkovitost [1]. 
3-hidroksibutanojska kislina (3HB) se uporablja kot intemediat pri proizvodnji polimerov 
polihidroksialkanoatov (PHA). Proizvodnjo 3HB so preučevali na modelu cianobakterij 
Synechocystis sp. PCC 6803, ki naravno akumulirajo PHB, ki je najpogostejši PHA. V kulturo 
so bili uvedeni geni iz Ralstonia eutropha, E. coli in Clostridium acetobutylicum. Poleg tega so 
bili nekateri lastni geni uporabljene kulture izbrisani. Izhodiščna spojina je acetil Co-A, ki se 
preko acetoacetil Co-A in 3-hidroksibutiril Co-A v zadnjem koraku pretvori v 3HB z odcepom 
Co-A [1].  
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5.3 Terpeni 
Izoprenoidi ali terpeni so glavni sestavni deli eteričnih olj, steroidov in karotenov. So kemijske 
spojine z višjo vrednostjo in se običajno uporabljajo pri proizvodnji arom, parfumov, zdravil in 
kozmetike. Pot MEP je v cianobakterijah pomembna za številne celične funkcije, kot so 
fotosinteza, stabilnost membrane in celična proizvodnja karotenov. Cianobakterijski 
izoprenoidi so pridobljeni iz njihovih intermediatov DMAPP- dimetilalil pirofosfat in IPP- 
izopentenil pirofosfat, ki nastanejo po presnovni poti MEP. Z uporabo metabolnega inženiringa 
je bila proizvodnja izoprena, farnezena in limonena v cianobakterijah povečana [1]. 
Izopren je zelo hlapen ogljikovodik. Precej se ga uporablja za proizvodnjo sintetične gume, je 
pa tudi intermediat za številne spojine. Prisoten je v bioloških spojinah, kot so vitamin A in 
steroidni spolni hormoni. Umetno se proizvaja predvsem iz nafte kot stranski proizvod pri 
proizvodnji etilena, naravno pa nastaja v številnih rastlinskih plastidih. Proizvodnja izoprena je 
bila mogoča v gensko spremenjeni cianobakteriji Synechocystis sp. PCC 6803 ali 
Synechococcusa elongatus PCC 7942 z vstavitvijo gena, ki kodira proizvodnjo encima izopren 
sintaza. Gen izhaja iz Pueraria montana ali Eucalyptus globulus. Izopren je proizveden iz 
izhodiščne spojine DMAPP poti MEP [1], [21], [7]. 
Farnezen je hlapna spojina, ki se uporablja za proizvodnjo maziv, v kozmetiki, za dišave in 
biogoriva. Sinteza se prične z reakcijo DMAPP in IPP. Produkt te reakcije je genaril pirofosfat-
GPP, ki ga imamo za intermediat vseh izoprenoidov. V drugi reakciji tvorita GPP in IPP farnezil 
pirofosfat-FPP. Proizvodnja farnezena je uspela v kulturi Nostoc sp. PCC 7120 z encimom 
farnezen sintaza iz Picea abies [1]. 
Limonen je dobil ime po limoni, saj njena lupina, kot tudi lupine drugih citrusov, vsebujejo 
precejšnjo mero te snovi, kar jim daje tudi značilen vonj. Limonen je kiralni terpen z desetimi 
ogljikovimi atomi in je priljubljena dišava, ki se uporablja v različnih čistilnih izdelkih. V 
cianobakterijah se ga pridobiva iz molekule GPP. Proizvodnja limonena uspeva v kulturi 
Synechocystis sp. PCC 6803 z uvedbo genov, ki kodirajo encim limonen sintaza. Geni izhajajo 
iz Schizonepeta tenuifolia [1]. 
 
5.4 Bioplastika 
Uporaba cianobakterijskih polimerov PHA za proizvodnjo bioplastike je že nekaj časa 
privlačna alternativa petrokemijskim polimerom. Poleg dejstva, da številne cianobakterije same 
hranijo zaloge ogljika v obliki polimerov PHA, je bilo tudi nekaj uspešnih poskusov za večjo 
proizvodnjo polimerov PHA, zlasti PHB, ki je najpogostejši v cianobakterijah. Tak primer je 
proizvodnja polimerov PHB po sintezni poti PHB v Synechocystis sp. PCC 6803, ki uporablja 
gene za proizvodnjo encimov PHA iz drugih bakterij. Geni izhajajo iz bakterij Streptomyces 
sp., Ralstonia eutropha in Chromobacterium sp, ki kodirajo močno aktiven encim PHA-sintaza 
[1]. 
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5.5 Sladkorji 
Cianobakterije kot fotosintetski organizmi naravno proizvajajo sladkorje in ostale ogljikove 
hidrate iz CO2, vode in sončne svetlobe. Običajno se shranjujejo v obliki glikogena ali potujejo 
izven celice skozi kompleks por, kjer sodelujejo s kompleksnim zunajceličnim polimernim 
slojem. Kot odziv na stres lahko cianobakterije proizvajajo številne ogljikove hidrate, enostaven 
primer je saharoza. To storijo z uporabo zalog glikogena. Cianobakterijam po navadi manjkajo 
proteinski prenašalci, ki bi prenašali hidrofilne spojine (npr. glukoze, fruktoze in laktoze) po 
celični membrani. Uvajanje prenašalcev sladkorja, ki omogočajo zunajcelično kopičenje 
ogljikovih hidratov za nadaljnjo pretvorbo, predstavlja izziv za prihodnost. Glede na te 
ugotovitve cianobakterije še niso dobro zasnovane za proizvodnjo in ločevanje izdelkov z 
visoko vrednostjo, ki izhajajo neposredno iz sladkorjev [1], [7]. 
 
5.6 Proizvodnja električne energije 
Zanimiva uporaba cianobakterij je pretvorba sončne energije v električno energijo. V celicah 
se visokoenergetski elektroni, ki nastanejo v fotosistemih s svetlobnim vzbujanjem, prenašajo 
na elektronski mediator, ki jih nato prenaša na elektrodo in s tem proizvaja električno energijo. 
Primeri kultur iz literature, ki so jih preučevali v ta namen, so Anabaena, Synechococcus in 
Synechocystis [6]. 
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6  Zaključek 
Cianobakterije so raznolika skupina fotosintetskih prokariontov s potencialom, da se razvijejo 
v tovarne za proizvodnjo kemikalij z dodano vrednostjo. Gre za fotoavtotrofne organizme, ki 
uporabljajo sončno energijo, vodo in anorganski ogljik v obliki CO2 in hidrogenkarbonatnih 
ionov. Z evolucijo so cianobakterije razvile mehanizme za povečanje razpoložljivosti ogljika 
znotraj celice, ta pa se uporablja za rast in proizvodnjo esencialnih molekul. Proizvodnja snovi 
v cianobakterijah z uporabo svetlobe in CO2 je počasen proces, vendar predstavlja ogromen 
potencial zaradi nizkih potreb po hranilih, manjše potrebe po fosilnih gorivih in posledično 
zmanjšanih emisijah CO2.  
Cianobakterije imajo številne prednosti, med njimi so predvsem hitra rast v primerjavi z 
rastlinami, visoka fotosintetska učinkovitost in možnost dokaj enostavnega genetskega 
inženiringa. Čeprav te lastnosti prikazujejo cianobakterije kot idealne sisteme za biotehnološko 
proizvodnjo, je produktivnost teh mikroorganizmov še vedno prepočasna oz. premajhna, da bi 
bilo to ekonomsko upravičeno. Da bi premagali te omejitve, je potreben nadaljnji razvoj 
tehnologij sintezne biologije, kot so metabolni inženiring, bioinformatika in genski inženiring. 
Razumevanje, kako se ogljik usmerja znotraj metabolizma, je prav tako ključnega pomena, saj 
je razpoložljivost ogljika za določeno presnovno pot povezana s številom encimskih korakov, 
ki ločujejo fiksacijo CO2 v karboksisomih in izhodišče metabolične poti, ki nas zanima. V 
cianobakterijah različne presnovne poti tekmujejo za ogljik, zato je donos določene molekule 
manjši, saj je izhodišče proizvodne poti dlje od koraka fiksacije. Izhodiščna molekula za sintezo 
želenega produkta mora biti zato v presnovni poti čim bližje fiksaciji ogljika, saj bi s tem 
zmanjšali konkurenčne presnovne reakcije. Inženiring encima RuBisCO je tudi že dolgo iskana 
rešitev za večjo učinkovitost, vendar se ni izkazala kot izvedljiva, saj je možno, da je bil ta 
encim že evolucijsko optimiziran. Razporeditev ogljika v celici je naravno usmerjena proti 
proizvodnji proteinov in sladkorjev, zato so potrebne zasnove novih metaboličnih poti. Poleg 
tega so potrebne nadaljnje izboljšave pri obdelavi cianobakterijske biomase in oblikovanju 
fotobioreaktorjev. Do danes ne obstaja visoko učinkovit PBR za gojenje v velikem merilu 
zaradi praktičnih težav, omejenega poznavanja učinkov svetlobe na porazdelitev in rast celic in 
neidealnih okoljskih razmer. Ogromen potencial v prihodnosti predstavljajo 
mikrofotobioreaktorji, ki z uporabo tehnologije mikrofluidike natančno regulirajo procese 
znotraj reaktorjev. 
Z razvojem tehnologije za učinkovito proizvodnjo snovi s cianobakterijami bi povečali 
proizvodnjo biogoriv, organskih kislin, terpenov, sladkorjev, sekundarnih metabolitov, ki imajo 
potencialno uporabo v farmacevtski industriji, in zmanjšali našo trenutno odvisnost od fosilnih 
goriv, ki jih je zmeraj manj in onesnažujejo naše okolje. 
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